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Die Blut-Hirn Schranke und die
Therapie lysosomaler Erkrankungen
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Der intravendse Enzymersatz ist eine Therapieoption fiir lysosomale Spei-
chererkrankungen. Da injizierte Enzyme die Blut-Hirn-Schranke nicht
Uberwinden konnen, ist die bei vielen Erkrankungen dominierende zen-
tralnervose Symptomatik aber bisher therapierefraktar. Um die Therapie
zu verbessern wird die Transzytose lysosomaler Enzyme lber die Blut-
Hirn-Schranke in einem in vitro -Modell untersucht.

Intravenous enzyme replacement is a therapeutic option for lysosomal
storage diseases. Because injected enzymes cannot pass the blood brain
barrier, the neurologic pathology dominating many diseases is refractory
to treatment. To improve therapy, transzytosis of lysosomal enzymes
across the blood brain barrier will be investigated in an in vitro model.

Lysosomale Speichererkrankungen

B Lysosomen sind Organellen, die extra- wie
intra-zellulare Molekiile degradieren und die
dabei frei werdenden Bausteine der Zelle
erneut fiir die Biosynthese zur Verfiigung stel-
len. Die abzubauenden Molekiile erreichen

A Abb. 1: Lysosomales Speichermaterial in
einer Schwann-Zelle des peripheren Nerven-
systems bei einer genetischen Defizienz von
Hydrolasen. Einige der speichernden Lyso-
somen sind mit weiBen Pfeilen markiert. Bild
aus einer Kooperation mit Prof. R. Liillmann-
Rauch, Anatomisches Institut, Universitat
Kiel.

das Lysosom {iber mehrere Wege. Intrazellu-
lare Substanzen gelangen liber Autophago-
zytose in den lysosomalen Abbauweg. Zyto-
solische Proteine konnen direkt {iber die lyso-
somale Membran in das Lysosom {libergehen.
Extrazelluldre Substanzen werden endo- oder
phagozytiert und in die Lysosomen trans-
portiert. Zur Degradation der strukturell sehr
unterschiedlichen Substanzen verfiigt das
Lysosom tiber ein groBes Spektrum an Hydro-
lasen. Bei genetisch bedingten Defizienzen
der Hydrolasen konnen bestimmte Substan-
zen nicht mehr abgebaut werden und akku-
mulieren (Abb. 1). Die daraus resultierenden
Erkrankungen bezeichnet man als lysosomale
Speichererkrankungen, von denen es etwa
50 verschiedene Krankheitsbilder gibt (Tab.
1)1, Je nach betroffener Hydrolase bzw.
Degradationsweg konnen lysosomale Erkran-
kungen weiter unterteilt werden. Defizien-
zen von Enzymen, die am Abbau von Glyco-
saminoglycanen (frither als Mucopolysac-
charide bezeichnet) beteiligt sind, fithren zu
Mucopolysaccharidosen. Defekte in der Sphin-
golipiddegradation liegen der Erkrankun-
gesgruppe der Lipidosen zugrunde!’. Wegen
des unterschiedlichen klinischen Erschei-

nungsbildes lysosomaler Erkrankungen fallen
allgemeine Aussagen zu Symptomen schwer.
Viele Patienten zeigen eine durch die Spei-
cherung vergroBerte Leber und Milz. Patien-
ten mit Mucopolysaccharidosen leiden an aus-
gepragten Skelett- und Knorpelverdnderun-
gen sowie an einer Beeintrachtigung des Ner-
vensystems. Bei Lipidosen sind Skelettver-
anderungen seltener, dafiir stehen umso mas-
sivere neurologische Symptome im Vorder-
grund. In den meisten Fillen fiihren die
Erkrankungen noch im Kindesalter zum Tod.

Enzymersatztherapie lysosomaler
Speichererkrankungen

Lysosomale Speichererkrankungen galten vie-
le Jahre als ursachlich nicht therapierbar. Die-
se Situation hat sich in den letzten Jahren
gedandert und einige wenige dieser Erkran-
kungen sind heute durch eine Enzymersatz-
therapie zu behandeln (Tab. 1). Dabei wird
den Patienten das ihnen fehlende Enzym
intravenos verabreicht. Das Konzept dieser
Enzymersatztherapien beruht auf den
Besonderheiten der intrazelluldren Sortie-
rung lysosomaler Enzyme. Lysosomale Enzy-
me tragen auf ihren N-gebundenen Oligosac-
charidseitenketten Mannose-6-Phosphat-Res-
te, iiber die sie an Mannose-6-Phosphat-
Rezeptoren, die auf den Plasmamembranen
fast aller Zellen vorhanden sind, binden kon-
nen. Intravends injizierte Enzyme binden an
diese Rezeptoren, werden endozytiert, in die
Lysosomen transportiert und beheben dort
den metabolischen Defektl?]. Vergleichbare
Wege gibt es fiir z. B. peroxisomale und mit-
ochondriale Proteine nicht, so dass mit Defi-
zienzen dieser Proteine verbundene Krank-
heiten einem vergleichbar einfachen Enzym-
ersatzverfahren nicht zugénglich sind. Die
Enzymersatztherapie ist insbesondere fiir die
wenigen lysosomalen Speichererkrankungen
ohne zentralnervose Beteiligung geeignet, da
allgemein angenommen wird, dass intrave-
nos injizierte Enzyme die Blut-Hirn-Schranke
(BHS) nicht tiberwinden kénnen. Leider wer-
den die meisten lysosomalen Speicherer-
krankungen von massiven neurologischen
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Tab. 1: Beispiele lysosomaler Speichererkrankungen aus verschiedenen Untergruppen. EET: Enzymersatztherapie verfiigbar (+) oder im fortgeschrittenen
Stadium der Entwicklung (*). Die Abkiirzungen GM2, GD 1a, GM 1, GA2 stehen fiir die entsprechenden Ganglioside.

Erkrankung Fehlendes Enzym 53) Speichermaterial
Mucopolysaccharidosen (MPS)
MPS | (Hurler, Scheie) o-lduronidase + Dermatansulfat und Heparansulfat
MPS Il (Hunter) Iduronat-2-sulfatase + Dermatansulfat und Heparansulfat
MPS IlIA (Sanfilippo) Heparan N-sulfatase (sulfamidase) Heparansulfat
MPS 1B (Sanfilippo) N-Acetyl-a-glucosaminidase Heparansulfat
MPS IlIC (Sanfilippo) Acetyl-CoA: o-glucosamid Heparansulfat

N-acetyltransferase
MPS 111D (Sanfilippo) N-Acetylglucosamin-6-sulfatase Heparansulfat
MPS IV A (Morquio-A) N-Acetylgalactosamin-6-sulfatase * Keratansulfat, Chondroitin-6-sulfat
MPS IV B (Morquio-B) B-Galactosidase Keratansulfat, Oligosaccharide
MPS VI (Maroteaux-Lamy) N-Acetylgalactosamin-4-sulfatase + Dermatansulfat
MPS VII (Sly) B-Glucuronidase Heparansulfat, Dermatansulfat, Chondroitin-4- und -6-sulfat
Lipidosen
Morbus Fabry o-Galactosidase A + Globotriaosylceramid, Galabiosylceramid,

Blutgruppe-B Glykolipide

Morbus Gaucher B-Glucosidase + Glucosylceramid, Glucosylsphingosin
Globoidzell Leukodystrophie (Krabbe)  Galaktocerebrosid B-Galaktosidase Galactosylceramid, Psychosin
Metachromatische Leukodystrophie Arylsulfatase A * Sulfatid, 3-O-Sulfolactosylceramid, Lysosulfatid
Niemann-Pick A and B Sphingomyelinase Sphingomyelin, Cholesterol
GM1 gangliosidosis B-Galactosidase GM1, GA1, Lactosylceramid, Oligosaccharide, Keratansulfat
GM2 gangliosidosis (Tay-Sachs) B-Hexosaminidase A GM2, GD1aGalNac, GA2, lyso-GM2
GM2 gangliosidosis (Sandhoff) B-Hexosaminidase A and B GM2, GD 1aGalNac, Globosid, Oligosaccharide, lyso-GM2
Oligosaccharidosen und Glycoproteinosen
Aspartylglucosaminurie Aspartylglucosaminidase Aspartylglucosamin
Fucosidose o-Fucosidase Fucose enthaltende Oligosaccaride
a-Mannosidose a-Mannosidase * Mannose-enthaltende Oligosaccharide
B-Mannosidose B-Mannosidase Man(1—4)GlcNAc Disaccharid
Glycogenspeichererkrankung
Morbus Pompe o-Glucosidase + Glykogen
(Glycogenspeichererkrankung Typ I1)

Symptomen dominiert, so dass die Effizienz
der Enzymersatztherapie bei vielen Krank-
heitsbildern durch die BHS begrenzt wird.

Die Blut-Hirn-Schranke: eine
lebenswichtige, aber medizinisch
ambivalente Barriere

Die BHS kontrolliert den Stoffaustausch zwi-
schen dem Blutkreislauf und der cerebralen
Interstitialfliissigkeit. Diese Schrankenfunk-
tion ist in den cerebralen Kapillaren lokali-
siert, die von einem spezialisierten Endothel
ausgekleidet sind. Sie sind Bestandteil der neu-
rovaskularen Einheit, ein komplexes zellula-
res Verbundsystem mit Gliazellen und Neuro-
nenl®l. Diese erstmals 1885 von Paul Ehrlich
beschriebene Barrierefunktion garantiert die

Konstanz der chemischen Zusammensetzung
der interstitiellen Gehirnfliissigkeit. Diese
Schutzfunktion ist lebenswichtig zum Erhalt
der empfindlichen elektrischen und chemi-
schen Signalwege im Gehirn, aber auch im
Hinblick auf neurotoxische Substanzen, die
mit der Nahrung aufgenommen werden. Zell-
Zell-Kontakte (tight junctions) verschlieBen den
interzelluldren Spalt, so dass wasserldsliche
Substanzen das BHS-Endothel nur tiber den
transzelluldren Weg tiberqueren konnen. Eini-
ge Gase (0,, CO,) und Kleine lipophile Mole-
kiile konnen die Barriere durch passive Diffu-
sion tiber die Plasmamembran durchdringen.
Fiir hydrophile und groBe Molekiile (> 5 kDa),
wie z. B. Enzyme in einer Enzymersatzthera-
pie, stellt das cerebrale Endothel eine zunachst

uniiberwindbare Barriere dar. Spezifische
Transportsysteme iibernehmen jedoch die
Nahrstoffversorgung fiir kleine Molekiile wie
Glucose, Aminosiuren oder Nukleoside!*. Gro-
Be Molekiile konnen durch eine, wenn auch
gering ausgepragte, Rezeptor-vermittelte Endo-
zytose selektiv in das Gehirn {iberfiihrt werden
(z. B. Insulin und Transferrin). Daneben sorgen
aktive Transporter unter Verwendung von ATP
fiir einen Riicktransport von in die Endothel-
zellen eingedrungenen korpereigenen, aber
auch korperfremden Substanzen. Diese ABC-
Transporter bauen die Multi Drug Resistance
auf, eine wichtige Schutzfunktion fiir das
Gehirn.

Die Schrankenfunktion des cerebralen
Endothels ist somit medizinisch ambivalent.
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Sie schiitzt einerseits das Gehirn vor Schwan-
kungen in der Zusammensetzung des Blut-
plasmas und vor dem ungewollten Eintritt
von Fremdsubstanzen, verhindert aber
dadurch auch die Aufnahme von Wirkstoffen.
Deshalb konnen viele cerebrale Erkrankun-
gen wie Hirninfektionen oder Tumore des
ZNS nur schwer oder durch extrem hohe
Wirkstoffkonzentrationen im Blut behandelt
werden. Dies gilt auch fiir die Enzymersatz-
therapie lysosomaler Erkrankungen.

In vitro-Modelle der Blut-Hirn-
Schranke

Eine Reihe therapeutischer Versuche an Tie-
ren mit lysosomalen Speichererkrankungen
haben gezeigt, dass es in vielen Féllen ent-
gegen den Erwartungen auch im ZNS nach
Enzyminjektion zu einer Verminderung des
Speichermaterials kommt!® ¢l. Neuere Unter-
suchungen zeigen, dass lysosomale Enzyme
die BHS moglicherweise doch durch eine von
Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren vermittelte
Transzytose iiberwinden konnen!l’!. Ein Ver-
stdndnis der Mechanismen und Wege, wie
intravends injizierte Enzyme trotz der BHS
die Speicherung im Gehirn positiv beein-
flussen konnen, ist fiir die Optimierung der
Therapie unerldsslich. Die dafiir notwendi-
gen systematischen Untersuchungen bediir-
fen eines in vitro-Systems der BHS, da Ge-
samtorganismen hochkomplexe Einheiten
darstellen, die hdufig wegen der Interferenz
verschiedener Bausteine eine eindeutige
molekulare Zuordnung nicht zulassen. Um
ein System auf eine kontrollierbare Einheit
zu reduzieren, werden zelluldre in vitro-
Modelle verwendet, die zwar nur einge-
schrankt das physiologische System ersetzen,
aber dafiir weniger aufwendig in den Kosten
und in der Handhabung, bei der Interpreta-
tion der Daten eindeutiger und bei entspre-
chender Validierung dennoch nahe genug am
in vivo-System sind (Abb. 2).

Zur BHS existieren in vitro-Zellkulturmo-
delle aus verschiedenen Spezies, die auch
bereits seit geraumer Zeit zur Untersuchung
des Pharmatransportes {iber die BHS einge-
setzt werden [®1, Primédrkulturen unter Zuga-
be bestimmter Mediumbestandteile wie z. B.
Glucocorticoide besitzen auch in Kultur die
wesentlichen Transportmerkmale der BHSE-
10, Das von uns etablierte Primérkultursystem
aus dem Schwein zeichnet sich durch eine
der in vivo-Situation vergleichbaren Barriere
und damit durch eine geringe Leckpermea-
bilitdt aus. Dieses Kulturmodel ist insbeson-
dere fiir Transportuntersuchungen an der
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A Abb. 2: Cerebrale Endothelzellen des Schweins als in vitro-Modell der Blut-Hirn-Schranke.

A, Phasenkontrastaufnahme einer konfluenten Zellmonoschicht. B, Inmunfluoreszenz des tight
Jjunction-spezifischen Proteins Occludin als Nachweis dichter Zell-Zell-Kontakte. C, Aufbau des
Modellsystems. Die Endothelzellen der kapillaren Blutgefasse werden isoliert und auf Filtern kulti-
viert. Die Polaritat der Zellen hinsichtlich Blutseite (apikal) und Hirnseite (basolateral) bleibt
erhalten.

A Abb. 3: Gewebeschnitte von Méusen, die an einer der Metachromatischen Leukodystrophie
vergleichbaren Erkrankung leiden. Das gespeicherte Sulfatid ist blau geférbt. A, B, Rlickenmark.
C, D, Hirnstamm. A, C, scheinbehandelte Kontroll-Tiere. C, D, Mduse, denen in einwéchigem
Abstand viermal 20 mg/kg Kérpergewicht rekombinante Arylsulfatase A injiziert wurde. In den
behandelten Tieren ist eine Reduktion des Speichermaterials zu sehen. Bilder aus einer Koopera-
tion mit Prof. R. Lillmann-Rauch, Anatomisches Institut, Universitat Kiel.
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BHS geeignet. Das System soll eingesetzt wer-
den, um die blutseitige Aufnahme und die
hirnseitige Abgabe von lysosomalen Enzyme
im Hinblick auf die molekularen Mechanis-
men des Transports zu analysieren. Eine Ver-
besserung der Therapiemdglichkeiten fiir
lysosomale Speichererkrankungen setzt vor-
aus, dass mogliche Transzytosewege der
Enzyme iiber die BHS besser verstanden wer-
den. Diese wollen wir im Detail an einem Zell-
kultursystem untersuchen, welches die BHS
in vitro moglichst authentisch nachbildet.

Die Metachromatische
Leukodystrophie

Die Metachromatische Leukodystrophie
(MLD) ist eine lysosomale Erkrankung, bei
der fast ausschlieBlich das Nervensystem
betroffen ist. Sie wird durch die Defizienz der
Arylsulfatase A (ASA) verursacht. Die ASA
katalysiert den ersten Schritt im Abbauweg
des Sulfatides, ndmlich die Desulfatierung
des Galaktoserestes dieses Sphingolipides.
Sulfatid findet sich insbesondere in den Mye-
linscheiden des Nervensystems. Die Spei-
cherung des Lipides in den myelinproduzie-
renden Oligodendrozyten und Schwann-Zel-
len fiihrt zu einem progredienten Verlust des
Myelins, was zu einer Vielzahl von neurolo-
gischen, schlieBlich letalen Symptomen fiihrt.
Fiir diese Erkrankung gibt es zurzeit keine
ursachliche Therapie. In Zusammenarbeit mit
dem danischen Start-Up Biotechunternehmen
Zymenex wurde ASA rekombinant produziert
und ASA-defizienten Mdusen als einem
Modell der MLD intravends injiziert. Bei
mehrfacher Verwendung sehr hoher Enzym-
dosen (bis zu 50 mg/kg Korpergewicht) konn-
te bei den behandelten Tieren tiberraschen-
derweise auch eine Reduktion der Sulfatid-
speicherung im Gehirn festgestellt werden!(!!]
(Abb. 3). Bei niedrigeren Dosen war kein
Effekt im Gehirn nachzuweisen. In der Folge
dieser Tierversuche wurde eine klinische Pha-
se I/II-Studie initiiert, die zurzeit an einer
dénischen Klinik lauft. Diese erste Studie wird

allerdings mit niedrigen Enzymdosen durch-
gefiihrt. Ergebnisse liegen noch nicht vor.

Messungen der Transzytose lysosomaler
Enzyme in BHS-Modellen werden dadurch
erschwert, dass auch die dabei verwendeten
Zellen lysosomale Enzyme synthetisieren.
Diese endogenen Enzyme erzeugen eine hohe
Hintergrundaktivitat, die Untersuchungen
zur Transzytose erschwert. Wir haben daher
einen sehr empfindlichen, auf einem mono-
klonalen Antikorper basierenden ELISA ent-
wickelt, der spezifisch nur die rekombinante
humane ASA erfasst und nicht die von den
Schweinezellen synthetisierte. Dieser ELISA
erzeugt nur ein duBerst geringes Hinter-
grundsignal und erlaubt selbst sehr geringe
Enzymmengen, die iiber die Zellen transpor-
tiert werden, zuverldssig zu quantifizieren.

Die Verfiigharkeit groBer Mengen rekom-
binanter ASA, die ebenso spezifischen wie
sensitiven Nachweisverfahren der ASA und
die Eignung des porcinen Kulturmodells cere-
braler Endothelien machen dieses Enzym und
damit die MLD zu einem idealen Kandidaten
fiir detaillierte Untersuchungen zur Transzy-
tose lysosomaler Enzyme {iber die BHS.
Ergebnisse konnen nicht nur zu einer Opti-
mierung der Therapie lysosomaler Speiche-
rerkrankungen fiihren. Die Moglichkeit Pro-
teine zu therapeutischen Zwecken in das
Gehirn einzubringen, wiirde auch neue The-
rapieoptionen fiir weit haufigere Erkrankun-
gen des Nervensystems eroffnen.
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